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 大腸菌RecQと相同性を有するタンパク質は,細菌からヒトまで多くの種で普遍的に保存されている。
 これらのタンパク質はRecQファミリーと総称されており,ゲノムの安定性に重要な役割を果たしてい
 ると考えられている。ヒトにおいては,現在までに館cg刀,飢舷,㎜,超C¢4,価CgZ5の少なくと
 も5種類のRecQファミリータンパク質遺伝子が単離されており,脱M,曜R/VはそれぞれBloom症候群
 (BS),Wemer症候群(WS)の原因遺伝子であることが明らかになっている。さらに近年,常染色体劣
 性遺伝病であり皮膚変1生と白内障を伴うRo亡㎞]und一騎omson症候群(RTS)の一部についてRECOL4の
 変異が原因であることが報告された.RecQファミリータンパク質は総じてゲノム安定性維持に中心的な
 役割を持つと考えられているが,RecQL4についても,DNA複製の開始に必須な一本鎖DNA結合タン
 パク質複合体RPAのクロマチン結合に要求されること,DNA傷害時にDNA二本鎖切断(DSB)に対す
 る相同組み換え修復機構で機能するRad51と局在が一致することがこれまでに示されている。しかしな
 がら,DNA複製の開始,進行やDSB修復におけるRecQL4の分子レベルの作用機序についてはほとん
 ど報告されていない。
 アフリカツメガエル(X召ηop～'s)卵抽出液無細胞実験系は初期胚で観察される細胞周期を試験管内で容
 易に再現することができる実験系であり,これを用いてDNA複製時やDNA傷害誘導時におけるタン
 パク質の挙動やクロマチンの動態などのダイナミックな変動を分子レベルから詳細に解析することが可
 能である。本研究では,RECgL4遺伝子産物(RecQL4)の機能を生化学的解析により理解するために,
 λ盈。μf5Rec(～L4に対する特異的な抗体とこの無細胞実験系を用いて良ecQL4の機能と動態の解析をおこ
 なった。
 夏野国A複製の障害時における鼠ec曼L4の機能
 細胞生物学的解析より,BS患者細胞においては細胞周期のS期が延長することが,WS患者細胞に
 おいてはDNA複製開始点間距離が伸長することが知られている。さらに,BL瓢がDNA複製フォーク
 の安定化に関与しているという報告もある.そこで,同じRecQファミリーに属するRecQL4がDNA複
 製の開始や進行に機能しているかについて検討した。まず,DNAポリメラーゼの阻害剤であるアフィ
 ディコリンによってDNA複製フォークの進行の障害を誘導した際のRecQL4のクロマチン結合を観察し
 た。その結果,RecQL4はアフィディコリンの処理に応じてクロマチン画分に移行することが確認され
 た。このRecQL4のク・マチン結合はDNA複製開始阻害タンパク質gemininを添加すると消失し,また,
 チェックポイントの起点となるAfM/ATRを阻害するcaf蘇elneを添加することにより増加した.これら
 の結果より,ここで見られたRecQL4のクロマチン結合はDNA複製,特に複製開始点の活性化に依存
 していると考えられた.
 そこで,DNA鎖伸長反応が障害を受けた際にRecQL4が何らかの機能を果たすものと考え,アフィディ
 コリン処理により停止したDNA複製の再開についてRecQL4免疫除去卵抽出液をもちいて検討した。そ
 一1ユ1
∠
一
マ
 の結果,RecQL4非存在時にDNA複製の再開に際してDNA複製速度が亢進される現象が観察された。
 さらに,この亢進したDNA複製速度は,caf踊neの添加によりチェックポイント機構を阻害した条件下
 で同様のDNA複製の再開を観察した際に見られるDNA複製速度と同等であった。
 以上の結果より,RecQL4はDNA複製チェックポイント機構の活性化に関与しているか,あるいは,
 DNA複製チェックポイント機構が引き起こす未発火の複製開始点の抑制や複製フォーク上のDNA複製
 装置の維持に寄与している,という可能性が考えられた.まず,RecQL4のDNA複製チェックポイント
 活性化への関与について検討するために,活性化の指標となるC敦k1のリン酸化を検出したが,RecQL4
 の有無による顕著な変化は観察されなかった。次に,複製開始点の新たな活性化を抑制した条件下で
 DNA複製を再開させ,DNA複製活性を測定した.しかしながら,RecQL4の有無によるDNA複製速度
 の顕著な違いは観察されなかったため,アフィディコリン存在下で活性化している複製開始点の数に著
 しい差はないと考えられた。
 最後に,停止した複製フォーク上のDNA複製装置の維持に関わる可能性を検討するため,MC厳複合
 体によるDNA複製フォークの巻き戻しを抑制した条件下でアフィディコリンによるDNA複製阻害を解
 除した。この処理によりDNA複製は著しく抑制されたが,この条件下でのDNA複製活性の有意な増強
 がRecQL4の免疫除去によって観察された。この増強は,DNA複製フォークの進行に障害が生じた際に,
 踊CM複合体が過剰にDNA複製フォークを巻き戻したために引き起こされたと推測された.したがって,
 DNA複製フォークが何らかの障害に遭遇した際に,Rec(X.4はMCM複合体の機能を調節し,これによ
 り正常な工)NA複製の再開のためのDNA複製装置の維持に寄与していることが示唆された。
 2嚢国A二本鎖切断修復機構における鞭cQL4の機能
 これまでに,RecQファミリータシパク質のエ)NA二本鎖切断(DSB)修復への関与を示唆する報告が
 数多く見られる。そこで,卵抽出液中の精子核クロマチンに制限酵素EooR1によってDSBを誘導した場
 合に,RecQL4がクロマチンに結合するかについての検討をおこなったところ,DSBの生成に依存して
 RecQL4がクロマチン画分に蓄積した。このRecQL4のクロマチン結合はgemininを添加しても抑制され
 なかったことから,DNA複製に依存しないことが確認された.この条件下において王)NA修復の開始に
 関与するリン酸化型ヒストン}{2AX(γH2AX)の形成や非相同DNA末端結合修復(NHEJ)に関与する
 Kロ70の顕著なクロマチンヘの移行が観察された.以上の結果より,RecQL4がDNA二本鎖切断修復機
 構に関与している可能性が考えられたため,EooRIによって誘起されるRecQL4のクロマチン結合につ
 いて詳細に検討した。
 RPAを卵抽出液から除去したところ,Mreli,K』賦70のクロマチン結合には変化は見られなかったが,
 RecQL4,Raδ51のクロマチン結合は消失した。したがって,DSBに応じたRecQL4のクロマチン結合は
 Rad51と同様にRPAに依存することが示唆された.さらに,Rad51-DNA複合体形成を獅制する建RCA2
 のBRC4domaiηタンパク質を作製し,卵抽出液に添加した条件下でRecQL4のクロマチン結合を観察し
 た。その結果,Rad5iのクロマチンヘの結合は消失したが,RecQL4のクロマチン結合には変化が観察さ
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 れなかった。これより,RecQL4のクロマチン結合はRad51の機能に依存していないことが示唆された。
 次に,ArRIATMの阻害剤であるea£踊ne,または,AfMとDNA一蝕csの阻害剤であるwortmanninを
 卵抽出液に添加し,DSBに応じたRecQL4のクロマチン結合について検討した。その結果,RecQL4の
 クロマチン結合はこれらの阻害剤の処理により減少した。これより,DSBによって誘発されるRecQL4
 のクロマチン結合はAfMの活性に依存することが示唆された。さらに,RecQL4のクロマチン結合
 への影響がcaf踊neよりもwortmannlnの方が顕著であることから,RecQL4はDSB修復過程において
 DNA-Pkcsの下流で機能している可能性が示唆された。
 最後に,EeoRIの添加に応じて引き起こされるRecQL4のクロマチン結合の意義を検討するために,
 DSBに応じてクロマチン上で生成するリン酸化型ヒストンH2AX(γH2AX)の減少を指標として,Eco照
 によって生成したDSBの修復について検討した。その結果,RecQL4免疫除去卵抽出液をもちいた場
 合に樺2AXの減少の顕著な遅れが観察された。したがって,RecQL4がDSBの修復を促進する機能を
 有することが示唆された。一方,γE2AXの減少の遅れはエ)SB修復の初期段階において顕著に観察され
 たのに対して,RecQL4のクロマチンヘの移行はより後期の段階で顕著に観察された。以上の結果は,
 RecQL4がDSB修復機構,とくにNHEJにおいて機能することを示唆するものであると同時に,RecQL4
 が複数の修復経路にまたがってDSB修復に関与する可能性を提示していると考えられる.
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 審査結果の要旨
 ロスモンドートムノン症候群は早期老化症状を呈する常染色体劣性遺伝病で,骨形成異常や骨肉腫を発
 症する。その原因遺伝子産物はRecQヘリカーゼファミリーに属するタンパク質,RecQL4である。これ
 までに,RecQL4がDNA複製の開始に必須な一本鎖DNA結合タンパク質複合体RPAのクロマチンヘの
 結合に要求されること,DNA傷害時にDNA二本鎖切断(DSB)の相同組換え修復機構で機能するRad51
 と局在が一致することが報告されていた。しかしながら,DNA複製の開始,進行やDSB修復における
 RecQL4の機能についてはほとんど何も知られていなかった。本研究は,RecQL4の機能の解明を目的と
 して,アフリカツメガエル卵抽出液無細胞実験系をもちいて解析を行ったものである。
 まず初めにDNA複製障害時におけるRecQL4の機能の解析を行い,DNAポリメラーゼ阻害剤である
 アフィディコリンの処理によりRecQL4がクロマチン上に蓄積することを見いだした。そこで,王)NA
 鎖伸長反応が障害を受けた際にRecQL4が何らかの機能を果たすものと考え,アフィディコリン処理
 により停止したDNA複製の再開についてRecQL4免疫除去卵抽出液をもちいて検討した。その結果,
 RecQL4は複製障害時にMCMヘリカーゼが複製と共役せずにDNA鎖を巻き戻してしまうこと抑制して
 いる可能性を示唆する結果を得た。以上の.結果より,DNA複製フォークが何らかの理由で停止した際に,
 正確なDNA複製の再開に必要となるDNA複製装置の維持にRecQL4が関与していると推測された。
 次に,DNA二本鎖切断修復におけるRccQL4の機能の解析を行った.制限酵素&σRiでDNAにDSB
 を導入するとRecQL4のクロマチン結合が増加すること,そのクロマチン結合はRPA,末梢血管拡張性
 運動失調症原因遺伝子産物ATM,DNA依存性タンパク質リン酸化酵素の機能に依存することを明らか
 にした.このとき観察されたRecQL4のクロマチン結合の意義を解明するためにEoo麗によって誘起さ
 れるDSBの修復について,リン酸化型ヒストンH2AX(γ蚤{2AX)の減少を指標として検討した。その結
 果,RecQL4免疫除去卵抽出液をもちいた場合にγH2AXの減少の顕著な遅れが観察されること,また,
 RecQL4はDSBの誘起に際して非相同末端結合修復(NHEJ)に関与するKu複合体の近傍に位置するこ
 とが判明した。これらの結果は,RecQL4がDSB修復機構,とくにNHEJにおいて機能することを示唆
 するものであり,RecQL4が複数の修復経路にまたがってDSB修復に関与する可能性が示された。
 以上のように,本研究は今までほとんど機能が知られていなかったRecQL4の機能の解明に大きく貢
 献する研究である。
 よって,本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める.
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